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(57) Abstract: The invention relates to phospho- 
rorganic compounds of general formula (I), to the 
production thereof, and to their use for activating 
gamma/delta T cells, for screening inhibitors of the 
GcpE and of the LytB enzyme as well as for the pro- 
phylaxis and treatment of diseases in humans and 
animals. 



(i) 



(57) Zusammenfassung: In der vorliegenden 
Erfindung werden phosphororganische 
Verbindungen der allgemeinen Formel (I), deren 
Herstellung, deren Verwendungen zur Aktivierung 
von gamma/delta T-Zellen, zum Screening von 
Inhibitoren des GcpE und des LytB-Enzyms sowie 
zur Prophylaxe und zur Behandlung von Erkrankungen bei Mensch und Tier beschrieben. 
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Organo-Phosphorverbindungen zur Aktivierung von gamma / delta-T-Zellen 

Zahlreiche Erkrankungen bei Mensch und Tier sind auf Fehlfunktionen des Immunsy- 
stems zuruckzufuhren. Es besteht daher ein hoher Bedarf an Substanzen, die in der Lage sind, 
das Immunsystem zu regulieren. 

Die Biosynthese von Isoprenoiden uber den klassischen Acetal / Mevalonat-Weg (Bey- ' 
tiaED, Porter JW. Anna Rev Biochem. 1976;45:113-42) und einen alternatives Mevalonat- 
unabhangigen Biosyntheseweg, den 2-Methyl-D-erythritol-Weg (MEP-Weg, synonym 
DOXP-Weg) ist bekannt (RohmerM. Nat Prod Rep. 1999 Oct; 16(5): 565-74). Beide Wege 
fuhren zu Isopentenylpyrophosphat (EPP), dem gemeinsamen VorlSufer aller hoheren Isopre- 
noide. Wahrend der Acetat / Mevalonat-Weg seit langerem bekannt und vollstaridig aufge- 
klSrt ist, sind derzeit noch nicht alle biosynthetischen Reaktionsschritte des MEP-Wegs be- 
kannt. 

Es ist bekannt, dafi humane gamma / delta-T-Zellen durch ein oder mehrere Interme- 
diate des MEP-Wegs aktiviert werden. Dies bedeutet, daB es bei Inkubation von peripheren 
Blutlymphozyten mit Extrakten aus Organismen, die den MEP-Weg besitzen, zu einer selek- 
tiven Proliferation und Zytokinsekretion der gamma / delta-T-Zellpopulation kommt (Jomaa 
H, FeurleJ, LuhsK, Kummcmn V, Tony HP, HerderichM, WilhelmM FEMS Immunol Med 
Microbiol 1999 Sep;25(4):371-8). Die genaue chemische Beschaffenheit dieser aktivierenden 
Substanz oder Substanzen ist noch unbekannt. Publizierte Daten sprechen dafiir, daB 3- 
Formyl-l-Butylpyrophosphat als hypothetisches Intermediat des MEP-Wegs eine Rolle bei 
der Aktivierung von gamma / delta-T-Zellen spielt {Belmont C, Espinosa E s Poupot R, Peyrat 
MA, GuiraudM, Poquet Y f Bonneville M, Fournie JJ. J Biol Chem. 1999 Nov 
5;274(45):32079-84). 

Aufgabe dieser Erfindung ist es Substanzen zur Verfugung zu stellen, die in der Lage 
sind gamma / delta-T-Zellen zu stimulieren und damit regulierend auf das Immunsystem ein- 
zuwirken. 

Diese Aufgabe wird durch Arzneimittel, die eine oder mehrere der in Anspruch 1 sowie 
den Unteranspruchen definierten Substanzen enthalten, gelost. 

Oberraschender Weise hat sich gezeigt, daB Verbindungen gemaB Formel (I) hervorra- 
gend zur Aktivierung von gamma / delta T-Zellen geeignet sind. 
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(I) 



wobei Ri aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Methyl-, einem Formylrest, sub- 
stituierten und unsubstituierten Hydroxymethylresten und C0H2R31 besteht, wobei R31 aus der 
Gruppe ausgewahlt ist, die aus OH, substituiertem und unsubstituiertem Phosphat und sub- 
stituiertem und unsubstituiertem Pyrophosphat besteht und R31 und R 2 nicht gleichzeitig im 
Molekul vorhanden sein konnen, 

R33 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Wasserstof£ OH, substituiertem und unsub- 
stituiertem Phosphat und substituiertem und unsubstituiertem Pyrophosphat besteht, 

R3 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Wasserstof£ substituiertem und unsubstitu- 
iertem Alkyl mit 1 bis 26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Hy- 
droxyalkyl mit 1 bis 26 KohlenstofiEatomen, substituiertem und unsubstituiertem Aryl, sub- 
stituiertem und unsubstituiertem Aralkyl, substituiertem und unsubstituiertem Alkenyl mit 1 
bis 26 KohlenstoflFatomen, substituiertem und unsubstituiertem Alkinyl mit 1 bis 26 Kohlen- 
stoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Cycloalkyl, substituiertem und unsubstitu- . 
iertem heterocyclischem Rest, substituiertem oder unsubstituiertem Phosphat, einem Silyl, 
einem Nucleosid, einem Nucleosidmono-, -di- oder Hriphosphat, einem Desoxynucleosid, 
einem Ration einer organischen und anorganischen Base, insbesondere einem Metall der er- 
sten, zweiten oder dritten Hauptguppe des Periodensystems, Ammonium, substituiertem 
Ammonium und Ammoniumverbindungen, die sich von Ethylendiamin oder Aminosauren 
ableiten, und OR34 besteht, wobei R34 wie R3 definiert ist, 

X2, sofern zwischen X 2 und Ci ein Cyclus gebildet wird, wie Xi definiert ist und anson- 
sten X2 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus -OR6, 

R7 

I 

0 

I 

-X32 -P -0 -Ra, 
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, wobei R 7 und Rg definiert sind wie R34. 



Ztp-or 4 



0 



besteht, wobei R4 wie R3 und Zi wie Xi definiert sind und X 3 , wenn es rait Ci einen 
Cyclus bildet, wie Xi definiert ist und, wenn es keinen Cyclus mit Ci bildet, einer 



Gruppe entspricht, wobei R 5 wie R3 definiert ist und Z2 und X4, das mit C x einen Cy- 
clus bildet, wie Xi definiert sind. 
R 2 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus WasserstoflF, OH, Alkoxy, Phenoxy, Benzy- - 
loxy, substituiertem und unsubstituiertem Phosphat und substituiertem und unsubstituiertem 
Pyrophosphat besteht, 
Xi Sauerstoff oder 



sein kann, wobei Y\ und Y2, die gleich oder verschieden sein konnen, ausgewahlt sind 
aus der Gruppe, die H, OH, Halogen, eine Amino-, eine Ci-9-Alkoxy und eine Ci. 9 -Alkylthio- 
Rest umfasst, oder gemeinsam eine Oxogruppe bilden, * 

und zwischen Co und Ci oder Ci und C2 oder C 2 und C3 eine Doppelbindung vorliegen 

kann. 

Bevorzugt sind die Verbindunjgen der Formel: 




0 





(0) 
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wobei zwischen C2 und C3 eine Einfach- oder eine Doppelbindung vorhanden ist, K\ 
aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Methyl-, einem Formyi-Rest und substituierten 



R2 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Wasserstoff, Hydroxy-, Alkoxy-, Phenoxy-, 
Benzyloxy-Resten, substituiertem oder unsubstituiertem Phosphat und substituiertem oder 
unsubstituiertem Pyrophosphat besteht, 

Xi Sauerstoff ist oder einer 



Gruppe entspricht, wobei Yi und Y2, die gleich oder verschieden sein kdnnen, ausge- 
wahlt sind aus der Gruppe, die H, OH, Halogen, Amino, Q-9-Alkoxy- und Ci-9-Alkylthio- 
Reste umfasst, oder gemeinsam eine Oxogruppe bilden, 

R3. ausgewahlt ist aus der Gruppe, die aus Wasserstoff; substituiertem und unsubstitu- 
iertem Alkyl mit 1 bis 26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Hy- 
droxyalkyi mit 1 bis 26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Aryl, sub- 
stituiertem und unsubstituiertem Aralkyl, substituiertem und unsubstituiertem Alkenyl mit 1 
bis 26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Alkinyl mit 1 bis 26 Kohlen- ' 
stoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Cycloalkyl, substituiertem und unsubstitu- 
iertem heterocyclischem Rest, substituiertem oder unsubstituiertem Phosphat, einem Silyl, 
einem Nucleosid, einem Nucleosidmono-, -di- oder Triphosphat, einem Desoxynucleosid, 
einem Ration einer organischen und anorganischen Base, insbesondere einem Metall der er- 
sten, zweiten oder dritten Hauptgruppe des Periodensystems, Ammonium, substituiertem 
Ammonium und Ammoniumverbindungen, die sich von Ethylendiamin oder Aminosauren 
ableiten, besteht, 

X 2 , sofern zwischen X2 und Ci ein Cyclus gebildet wird, wie Xi definiert ist und anson- 
sten X2 



oder unsubstituierten Hydroxymethyl-Resten besteht, 





entspricht, wobei R4 wie R3 und Z x wie X x defimiert sind und X3, wenn es mit Ci einen 
Cyclus bildet, wie Xi definiert ist und, wenn es keinen Cyclus mit Ci bildet, einer 
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Gruppe entspricht, wobei R5 wie R3 definiert ist und Z 2 und X4, das mit Ci einen Cyclus 
bildet, wie Xi definiert sind. 

Besonders bevorzugt sind Verbindungen gemSB Fonnel (HA), 



wobei C2 und C3 entweder durch eine Einfach- oder durch eine Doppelbindung mitein- 
ander verbunden sind, Ri eine Methylgruppe oder eine substituierte oder unsubstituierte Hy- 
droxymethylgruppe ist, R2 gleich Wasserstof£ OH, ein substituiertes oder unsubstituiertes 
Phosphat oder ein substituiertes oder unsubstituiertes Pyrophosphat ist, Xi und X2 aus der 
Gruppe ausgewahlt sind, die aus 0, CHF, CHC1, CFC1, CH 2 , CF 2 , oder CC1 2 besteht, und R 3 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die aus Wasserstbff, substituiertem und unsubstituiertem 
Phosphat, einemNucleosid, einem Nucleosidmono-, -di-, oder -triphosphat, einem De- 
soxynucleosid, einem Kation einer organischen und anorganischen Base, insbesondere einem 
Metall der ersten, zweiten oder dritten Hauptgruppe des Periodensy stems, Ammonium, sub- 
stituiertem Ammonium und Ammoniumveibindungen, die sich von Ethylendiamin oder Ami- 
nosauren ableiten, besteht. 

Bevorzugt sind audi Verbindungen gemaB Fonnel (BOB) 



bei denen C 2 und C3 entweder durch eine Einfach- oder durch eine Doppelbindung mit- 
einander verbunden sind, Ri eine Methylgruppe oder eine substituierte oder unsubstituierte 
Hydroxymethylgruppe ist, R 2 gleich H ist, sobald Ri ein substituiertes oder unsubstituiertes 
Hydroxymethyl ist und gleich OH, ein substituiertes oder unsubstituiertes Phosphat oder ein 





P R 4 



(IB) 



R 2 
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substituiertes oder unsubstituiertes Pyrophosphat ist, wenn Ri ein Methylrest ist, und Xi, X 2 
und X 3 aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus 0, CHF, CHC1, CFC1, CH 2 , CF 2 , oder CC1 2 
besteht, und R3 und R4 ausgewahlt sind aus der Gruppe, die aus Wasserstof£ substituiertem 
und unsubstituiertem Phosphat, einem Nucleosid, einem Nucleosidmono-, -di-, oder-triphos- 
phat, einem Desoxynucleosid, einem Kation einer organischen und anorganischen Base, ins- 
besondere einem Metall der ersten, zweiten oder dritten Hauptgruppe des Periodensystems, 
Ammonium, substituiertem Ammonium und Ammoniumverbindungen, die sich von Ethylen- 
diamin oder Aminosauren ableiten besteht. 

Ebenfalls bevorzugt sind Verbindungen gemaB Formel (EC), 



bei denen zwischen C 2 und C3 eine Einfach- oder Doppelbindung vorliegen kann, Ri ei- 
ne Methyl- oder eine substituierte bzw. unsubstituierte Hydroxymethylgruppe ist, R 2 gjeich H, 
OH, ein substituiertes oder unsubstituiertes Phosphat oder ein substituiertes oder unsubstitu- 
iertes Pyrophosphat ist, Xi, X 2 , X3 und X4 aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus 0, CHF, 
CHC1, CFC1, CH 2 , CF 2 , oder CC1 2 besteht, und R3, R4 und R5 ausgewahlt sind aus der Grup- 
pe, die aus Wasserstoff , substituiertem und unsubstituiertem Phosphat, einem Nucleosid, ei- 
nem Nucleosidmono-, -di-, oder -triphosphat, einem Desoxynucleosid, einem Kation einer 
organischen und anorganischen Base, insbesondere einem Metall der ersten, zweiten oder 
dritten Hauptgruppe des Periodensystems, Ammonium, substituiertem Ammonium und Am- 
moniumverbindungen, die sich von Ethylendiamin oder Aminos&uren ableiten, besteht. 

Ferner sind Verbindungen gemaB der Formeln (II) (HA) bis (EC) bevorzugt, bei denen 
Ri ein substituierter odor unsubstituierter Hydroxymethylrest, insbesondere Hydroxymethyl 
an sich, Phosphat, Diphosphat oder nucleosiddiphosphatsubstituierter Hydroxymethylrest ist, 
wie z.B. ein uridindiphosphat-substituierter Hydroxymethylrest, und R 2 = H ist. 

Ebenfalls bevorzugt sind Verbindungen gemaB der Formeln (II), (HA) bis (DC), bei de- 
nen Ri ein Methyl-Rest und R 2 ein Hydroxy-, ein substituierter oder unsubstituierter Phos- 
phat- oder ein substituierter oder unsubstituierter Diphosphatrest, insbesondere ein Nuceosid- 
diphosphatrest wie z.B. ein Uridindiphosphatrest, ist. 

Besonders bevorzugt sind nachfolgende Verbindungen: 
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O OR 4 o OR 




HO* 



wobei die Reste R3, R4 und R5 ausgewahlt sind aus der Gruppe die aus Wasserstofl; Ammo- 
nium, Natrium oder Kalium besteht. 

Ferner sind Verbindungen bevorzugt, die der folgenden Formel entsprechen: 

R33 
CH 2 

R31— C 0 H 2 C 2 X1 — P — X 2 (III) 

I li 
R 2 0 

R31 und R2, die nicht gleichzeitig im Molekul vorhanden sein konnen, sind ausgewahlt aus der 
Gruppe, die aus OH, substituiertem und unsubstituiertem Phosphat und substituiertem und 
unsubstituiertem Pyrophosphat besteht, ist R31 im Molekul vorhanden, so wird zwischen C\ 
und C 2 eine Doppelbindung gebildet, analog bildet sich zwischen Co und Ci eine Doppelbin- 
dung aus, wenn R 2 im Molekul vorhanden ist, R 33 ist ausgewahlt aus der Gruppe, die aus 
Wasserstofi; OH, substituiertem und unsubstituiertem Phosphat und substituiertem und un- 
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substituiertem Pyrophosphat besteht, R34 ist ausgewahlt aus der Gruppe die aus Wasserstoff, 
substituiertem und unsubstituiertem Alkyi mit 1 bis 26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und 
unsubstituiertem Hydroxyalkyl mit 1 bis 26 Kohlenstofifatomen, substituiertem und unsubsti- 
tuiertem Aryl, substituiertem und unsubstituiertem Aralkyl, substituiertem und unsubstituier- . 
tern Alkenyl mit 1 bis 26 Kohlenstofifatomen, substituiertem und unsubstituiertem Alkinyl mit 
1 bis 26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem CycloalkyL, substituiertem 
und unsubstituiertem heterocyclischem Rest, substituiertem oder unsubstituiertem Phosphat, 
einem Silyl, einem Nucleosid, einemDesoxynucleosid, einem Nucleosidmono-, -di- odertri- 
phosphat, einem Kation einer organischen und anorganischen Base, insbesondere einem Me- 
tail der ersten, zweiten oder dritten Hauptgruppe des Periodensystems, Ammonium, substitu- 
iertem Ammonium und Ammoniumverbindungen, die sich von Ethylendiamin oder Ami- 
nosauren ableiten, besteht, X 2 ist entweder -OR*, wobei R6 analog R34 definiert ist oder kann 



sein, wobei R7 und R$ definiert sind wie R34. 

Xu X32 und X33, die gleich oder verschieden sein kdnnen, konnen SauerstofF oder eine 



Gruppe, wobei Yi und Y2, die gleich oder verschieden sein konnen, ausgewahlt sind aus der 
Gruppe, die H, OH, Halogen, eine Amino-, eine Ci-9-Alkoxy und eine C 1.9- Alky lthio-Rest 



-X32 — P — -X33-R8 
0 



Y 




umfasst, odor gemeinsam eine Oxogruppe bilden, 

Besonders bevorzugt sind Verbindungen gemafi Formel (IDA) 



CH 3 



R34 





R31 C0H2 



P — X32 — P — X33 — Ra 

n i 



(MIA) 



H R 2 



0 O 
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wobei R31 und R2, die nicht gleichzeitig im Molekul vorhanden sein konnen, ausgewahlt sind 
aus der Gruppe, die aus OH, substituiertem und unsubstituiertem Phosphat und substituiertem 
und unsubstituiertem Pyrophosphat besteht, ist R31 im MolekQl vorhanden, so wird zwischen 
Ci und C3 eine Doppelbindung gebildet, analog bildet sich zwischen Co und Ci eine Doppel- 
bindung aus, wenn R 2 im MolekQl vorhanden ist, R34, R7 und R$, die gleich oder verschieden ' 
sein konnen sind definiert wie oben, 

Xi, X32 und X33 die gleich oder verschieden sein kdnnen, sind definiert wie bei Verbindung 
(HI). 

In den Formeln (I) bis QUA) sind aus Grunden der tJbersichtlichkeit Wasserstoffsubstu- 
enten an Ci, C2 und C3 nicht explizit angegeben. Es versteht sich jedoch, daB C-Alome vier- 
bindig sind. Die fehlenden Substituenten sind folglich Wasserstofifreste. 

Bevorzugt and ferner Verbindungen gemaB Formel (DIA), bei denen R31 bzw. R2 ent- - 
weder OH oder ein substituiertes oder unsubstituiertes Phosphat, R34, Rzund R« ausgewahlt 
aus der Gruppe, die aus substituiertem und unsubstituiertem Phosphat, einemNucleosid, ei- 
nem Desoxynucleosid, einem Nucleosidmono-, -di- oder triphosphat, einem Ration einer or- 
ganischen und anorganischen Base, insbesondere einem Metall der ersten, zweiten oder drit- 
ten Hauptgruppe des Periodensystems, Ammonium, substituiertem Ammonium und Ammo- 
niumverbindungen, die sich von Ethylendiamin oder Aminosauren ableiten, besteht und Xi, 
X32 und X33, die gleich oder verschieden sein kGnnen, gleich O, CHF, CHC1, CFC1, CH 2 , CF 2 , 
oder CCI2 sind. 

Bevorzugt sind weiterhin Verbindungen gemaB Formel (IDA), bei denen die Phosphat 
Gruppen als Natrium-, Kalium- oder substituierte bzw. unsubstituierte Ammoniumsalze vor- 
liegen. 

Am Besten geeignet sind nachfolgende Verbindungen: 
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iL^i— O-P-o-P-ONa Si jk^jr-O-r-O-Z-OHa 



H ONa H 
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Andere Weiterbildungen der Erfindung sind durch die Unteranspriiche definiert. 
Besonderheiten der obigen Definitional und geeignete Beispiele dafiir werden nachfol- 
gend angegeben: 

"Alkyl" ist ein gerad- oder verzweigtkettiger Alkylrest mit bis zu 26 Kohlenstoffaio- 
men, soweit nicht anders definiert, wie Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, Isobutyl, tert.- 
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Butyl, Pentyl, Hexyl und dergleichen. 

Zu "Alkenyl" gehoren gerad- oder verzweigtkettige Alkenylgruppen mit bis zu 26 
Kohlenstoffatomen, soweit nicht anders definiert, wie z.B. Vinyl, Propenyl (z.B. 1-Propenyi, 
2-Propenyl), 1-Methylpropenyl, 2-Methylpropenyl, Butenyl, 2-Ethylpropenyl, Pentenyl, He- 
xenyl. 

Zu "AlkinyF gehdren gerad- oder verzweigtkettige Alkinylgruppen mit bis zu 26 Koh- 
lenstoffatomen, soweit nicht anders definiert. 

Cycloalkyl steht vorzugsweise fiir ein ggfs. substituiertes C 3 -C7-Cycloalkyl; als mOgli- ' 
che Substituenten sind u.a. Alkyl, Alkoxy (z.B. Methoxy, Ethoxy etc.), Halogen (z.B. Fluor, 
Chlor, Brom etc.), Nitro und dergleichen geeignet. 

Aryl ist ein aromatischer Kohlenwasserstoflrest, wie Phenyl, Naphthyl usw., der ggf. 
einen oder mehrere geeignete Substituenten aufweisen kann, wie Alkoxy (z.B. Methoxy, 
Ethoxy etc.), Halogen (z.B. Fluor, Chlor, Brom etc.), Nitro und dergleichen. 

Zu "Aralkyl" gehoren Mono-, Di-, Triphenylalkyle wie Benzyl, Phenethyl, Benzhydryl, 
Trityl und dergleichen, wobei der aromatische Teil ggf. einen oder mehrere geeignete Substi- 1 
tuenten aufweisen kann, wie Alkoxy (z.B. Methoxy, Ethoxy etc.), Halogen (z.B. Fluor, Chlor, 
Brom etc.), Nitro und dergleichen. 

"Alkoxyrest" ist, soweit nicht anders definiert, ein gerad- oder verzweigtkettiger Al- 
koxyrest mit bis zu 26 Kohlenstoffatomen, wie ein Methoxy, Ethoxyreste, etc.. Er kann z.B. 
mit Hydroxy-, Amino-, Halogen-, Oxogruppen und Alkoxyresten, wie Methoxy-, Ethoxyre- 
sten, substituiert sein. 

,JEydroxymethylrest" ist, soweit nicht anders definiert, ein Rest, bei dem am Sauerstoff 
ein substituierter oder unsubstituierter C1-C9- Alkyl-, Aryl- oder Aralkylrest, wie z.B. Me- 
thoxymethyl, Ethoxymethyl, Phenoxymethyl oder Benzyloxymethyl usw. hangt oder bei dem 
am Sauerstoff ein substituierter bzw. unsubstituierter Phosphat- oder Pyrophosphatrest, wie 
z.B. Adenosindiphosphat, Uridindiphosphat usw., hangt. 

"Alkylthiorest" ist, soweit nicht anders definiert, ein gerad- oder verzweigtkettiger Al- 
kylthiorest mit bis zu 9 Kohlenstoffatomen, wie ein Thiomethyl-, Thioethylreste etc. Er kann 
z.B. mit Hydroxy-, Amino-, Halogen-, Oxogruppen und Alkoxyresten, wie Methoxy-, 
Ethoxyresten, substituiert sein. 

"Silylreste" konnen zum Beispiel mit den wie oben definierten Alkylresten oder Cy- 
cloalkyl-(Co.26)-alkylresten substituiert sein. 

"Silyr-(C 0 -26)-alkylgruppen" sind Silylreste, die auchuber einen Alkylrest an das 
Grundgeriist gebunden sein konnen. Die Alkyl- und Silylgruppen sind wie oben definiert. 

Bei den obigen Estern kann der Alkan- und/oder Arenteil wahlweise zumindest einen 
geeigneten Substituenten aufweisen, wie Halogen, Alkoxy, Hydroxy, Nitro oder dergleichen. 

Zu substituierten und unsubstituierten Phosphatresten bzw. substituierten und unsubsti- . 
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tuiertenPyrophosphatresten gehoren Salzverbindungen der entsprechendenPhosphorsaurede- 
rivate mit organischen oder anorganischenBasen (z.B. Natriumsalz, Kaliumsalz, Calciumsalz, 
Aluminiumsalz, Ammoniumsalz, Magnesiumsalz, Triethylaminsalz, Ethanolaminsalz, Dicy- 
clohexylaminsalz, Ethylendiaminsalz, NjN'-Dibenzylethylendiaminsalz etc.) sowie Salze mit , 
Aminosauren (z.B. Argininsalz, Lysinsalz, Glycinsalz, Alaninsalz, Ornithinsalz, etc.), sowie 
Reste bei denen die Phosphatgruppe Ester mit substituiertem oder unsubstituiertem C1-C26- 
Alkyl-, substituiertem oder unsubstituiertem Aryl, substituiertem oder unsubstituiertem Aral- 
kyi, substituiertem oder unsubstituiertem Cycloalkyl oder substituiertem oder unsubstituier- 
tem Heterocyclischen Rest, oder einem Nucleosid oder einem Desoxynucleosid, bildet. 

Unter „Nucleosid" sinid Adenosin, Guanosin, Uridin, Thymidin und Cytidin, unter de- 
soxynucleosid" sind Desoxyadenosin, Desoxyguanosin, Desoxythymidin, Desoxycytidin und' 
Desoxyuridin zu verstehen. 

Die Erfindung beinhaltet ebenfalls die pharmazeutischen Salze und Ester der Salze. 
Ferner sind alle raumlichen Isomere der Veibindungen, sowohl.als Reinstoffe als auch in 
Form ihrer Miscbungen beinhaltet. 

Die erfindungsgemaBen Substanzen konne aus Bakterien, Algen, Pflanzen und Protozo- 
en, auch solchen, bei denen das lytB-Gen deletiert worden ist, gewonnen und aufgereinigt 
werden (Beispiel 1). Die Aufreinigung kann mittels HPLC oder durch andere an sich be- 
kannte Methoden wie Elektrophorese, Fallung (z.B. als Bariumsalz) oder andere chromato- 
graphische Verfahren erfolgen. 

Es sind verschiedene Anwendungen der Verbindungen mdglich. So hat sich z.B. ge- 
zeigt, dass die Substanzen fur Aktivitatstests der Enzyme GcpE und LytB, sowie in Testsy- 
stemen zur Messung der Aktivierung von gamma / delta-T-Zellen (siehe Beispiel 2, 5) ver- 
wendet werden konnen. 

Die erfindungsgemaBen Substanzen kctanen entweder chemisch synthetisiert (Beispiel 
3) oder aus Bakterien, Algen, Pflanzen und Protozoen, gewonnen und aufgereinigt wer- 
den(Beispiel 4). Die Aufreinigung kann mittels HPLC oder durch andere an sich bekannte 
Methoden wie Elektrophorese, Fallung (z.B. als Bariumsalz) oder andere chromatographische 
Verfahren erfolgen. 

Ferner konnen die erfindungsgemaBen Substanzen, da sie Intermediate des MEP-Wegs 
darstellen, in einem Screening-Verfahren zur Identifikation von Inhibitoren des GcpE- und 
des LytB-Enzyms eingesetzt werden. Dieses Verfahren zur Aktivitatsbestimmung der Enzy- 
me beruht auf der Messung von Konzentrationsunterschieden der Substrate und Produkte der • 
Enzyme unter geeigneten Reaktionsbedingungen. Durch In-Kontakt-Bringen geeigneter Test- 
substanzen mit den Enzymen wahrend der Aktivitatsbestimmung kdnnen Inhibitoren durch 
Verringerung der beobachteten Enzymaktivitat identifiziert werdea Die Inhibitoren eignen 
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sich als Heibizide und als WirkstofFe mit antibakterieller, antiparasitarer und antiviraler Akti- 
vitat bei Mensch und Tier. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen konnen aucti zur Herstellung von Arzneimitteln 
verwendet werden. Die Wirksamkeit der Verbindungen beruht dabei auf der Aktivierung von 
gamma / delta-T-Zellen. Abhfingig vom Anwendungsbereich kann dadurch die Immunabwehr 
gestarkt werden oder eine immunologische Toleranz gegen Autoantigene und Allergene indu- 
ziert werden. 

Anwendungsbereiche sind die Behandlung von Immun-, Autoimmunerkrankungen und 
Allergien bei Mensch und Tier. Beispiele hierf&r sind: Allergien, Multiple Sklerose, Rheu- 
matoide Arthritis, Hashimoto-Thyreoiditis, Myasthenia Gravis, Lupus Erythematodes, Dia- 
betes Mellitus, primar-biliare Zirrhose, aktive chfonische Hepatitis, Adrenalinitis/Addison- 
Krankheit, Polymyositis, Dermatomyositis, AutoimmunMmolytische Anamie, Herzmuskel- . 
und HerzhautentzOndungen, Sklerodermie, Uveitis (Phakouveitis, sympathische Opthalmie), 
Pemphigus Vulgaris, Pemphigoid, Perniziose Anamie, Autoimmune atrophische Gastritis, 
entztindliche Erkrankungen des Darms wie Crohn-Krankheiten und Colitis Ulcerosa, ent- 
ziindliche Erkrankungen der Lunge wie Asthmatische Erkrankungen und Bronchitiden. 

Bevorzugt ist die Anwendung bei Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, Multipler Sklerose, 
Asthma, chronische Bronchitis, Allergien. 

Es zeigte sich ferner, das die erfindungsgem&Ben Substanzen erfolgreich zur Behand- 
lung von Erkrankungen, verursacht durch Viren, Bakterien und Parasiten, eingesetzt werden 
konnen. 

Insbesondere eignen sich die durch Anspruch 1 sowie die Unteranspruche definierten 
Substanzen zur Vorbeugung und Behandlung von Tumoren, die durch Mikroorganismen ver- 
ursacht werdea Zu dieser Gruppe von Mikroorganismen gehdren Bakterien, wie Helicobacter 
pylori (z.B. Magen- Darm-Tumore) und Papilloma-Viren (z.B. Tumoren der weiblichen Ge- 
schlechtsorgane). 

Besonders gut eignen sich die durch die durch die Anspruche definierten Verbindungen* 
zur Prophylaxe und zur Behandlung einer der oben aufgefuhrten Erkrankungen sowie von 
Hepatitis-C-Virus-Infektionen, gut und bflsartigen Tumoren, insbesondere verursacht durch 
Papilloma-Vieren, und bei der Helicobacter Eradikationstherapie bei Ulcera des Magendann- 
traktes. 

Zur arzneilichen Anwendung konnen phannazeutische Formulierungen, die entweder 
die isolierten erfindungsgemaBen Substanzen oder lebende oder tote Organismen, die die 
Substanzen enthalten, alleine oder in Kombination mit weiteren Arzneistoflfen eingesetzt wer- 
den. Bevorzugt ist die Verwendung in Kombination mit Substanzen, die vom Immunsystem 
als Fremd- oder Autoantigen erkannt werden. 
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Beispiele hierfiir sind Myelin Basisches Protein (MBP) undweitere Extrakte aus dem 
Gewebe desNervensystems, Kollagen des Typs I, II oder IE, Thyreoglobulin, Acetylcholin- 
rezeptorprotein, DNS, Inselzell-Extrakte, Humaninsulin, Leberextrakte, Leberzellextrakte, 
Nebennierenrindenextxakte, Hautextrakte, Herzextrakte, Muskelextrakte, Hautzellextrakte, 
ExtrakleausZeUenderhamatopoetischenLinie, Augenlinsenproteine, S-Antigene, S- 
Antigengemische, Magenzellextrakte, Parietalzellextrakte, Intrinsischer Faktor und Darmex- 
trakte. 

Bevorzugte Anwendungsformen sind die orale, inhalative, intravenose, parentale, intra- 
cisternale, intravaginale, intraperitoneale, lokale (Puder, Salbe, Tropfen) und rektale Applika- 
tion sowie das Auftragen auf die Haut oder Schleimhaute. 

Die Erfindung beinhaltet die Applikation eines Lahalationsarzneimittels, das mindestens 
eine der durch Anspruch 1 definierten Substanzen enthalt zur Behandlung von Erkrankungen 
von Menschen, insbesondere bei Allergien und Atemwegserkrankungen wie Asthma und 
chronischer Bronchitis. 

Als pharmazeutische Zusammensetzungen eignen sich ferner: Tablette, Retard-Tablette, 
Dragees, Kapseln, Premixe, Pillen, Pellets, Boli, Aerosole, Granulate, Suppositorien, Losun- „ 
gen, Konzentrate, Suspensionen und Emulsionen, Pasten, Salben, Gele, Cremes, Lotionen, 
Puder, Musionen und Sprays. Die pharmazeutischen Formulierungen konnen einen Bruchteil 
oder einem Vielfachen einer Einzeldosis entsprechen. Die Dosiereinheiten konnen z.B. 1,2,3 
oder 4 Einzeldosen oder ! 4 1/3, oder V4 einer Einzeldosis enthalten. Eine Einzeldosis entMt 
vorzugsweise die Menge Wiikstoff, die bei der Applikation verabreicht wird und die ge- 
wohnlich einer ganzen, einer halben oder einem Drittel oder einem Viertel einer Tagesdosis 
entspricht. 

Tabletten, Dragees, Kapseln, Pillen und Granulate konnen die Wirkstoffe neben den 
ublichen Tragerstofifen enthalten, wie (a) Full- und Streckmittel, z. B. Starken, Milchzucker, 
Rohr-zucker, Glukose, Mannit und Kieselsaure, (b) Bindemittel, z. B. Carboxymethylcellulo- 
se, Alginate, Gelatine, Polyvinylpyrrolidon, (c) Feuchthaltemittel, z. B. Glycerin, (d) Spreng- 
mitteL, z. B. Agar-Agar, Calciumcarbonat und Natriumcarbonat, (e) LosungsverzSgerer, z. B. 
ParaflBn und (£) Resorptionsbeschleuniger, z. B. quarteraare Ammonium-verbindungen, (g) 
Netzmittel, z. B. Cetylalkohol, Glycerinmonostearat, (h) Adsorptionsmittel, z. B. Kaolin und , 
Bentonit und (i) Gleitmittel, z. B. Talkum, Calcium- und Magnesiumstearat und feste Poly- 
ethylenglykole oder Gemische der unter (a) bis (i) aufgefuhrten Stofife. Ferner konnen die 
erfindungsgemaBen Verbindungen in andere Tragermaterialien wie zum Beispiel Kunststoffe, 
CKunststofBcetten zur lokalen Therapie), Kollagen oder Knochenzement eingearbeitet werden. 

Die Tabletten, Dragees, Kapseln, Pillen und Granulate konnen mit den ublichen, gege- 
benen-falls Opakisierungsmittel enthaltenden tJberzugen und Hullen versehen sein und auch 
so zusammengesetzt sein, daB sie die Wirkstoffe nur oder bevorzugt in einem bestimmten Teil 
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des Intestinaltraktes gegebenenfalls verzflgert abgeben, wobei als Einbettungsmassen z. B. 
Polymersubstanzen und Wachse verwendet werden k6nnen. 

Die Wirkstoffe konnen gegebenenfalls mit einem oder mehreren der oben angegebenen 
Tragerstoffe auch in mikroverkapselter Form vorliegen. 

Suppositorien konnen neben den Wirkstoffen die ublichen wasserloslichen oder wasse- 
runloslichen Tragerstoffe enthalten, z. B. Polyethylenglykole, Fette, z. B. Kakaofett und hohe- 
re Ester (z. B. C14-Alkohol mit C16-Fetts&ure) oder Gemische dieser Stoffe. 

Salben, Pasten, Cremes und Gele kflnnen neben dem oder den Wirkstoffen die tiblichen 
Tragerstoffe enthalten, z. B. tierische und pflanzliche Fette, Wachse, Paraffine, Starke, Tra- . 
gant, Cellulosederivate, Polyethylenglykole, Silikone, Bentonite, Kieselsaure, Talkum und 
Zinkoxid oder Gemische dieser Stoffe. 

Puder und Sprays konnen neben dem oder den Wirkstoffen die ublichen Tragerstoffe 
enthalten, z. B. Mlchzucker, Talkum, Kieselsaure, Aluminiumhydroxid, Calciumsilikat und 
Polyamidpulver oder Gemische dieser Stoffe. Sprays ktinnen zusatzlich die ublichen Treib- 
mittel, z. B. Chlorfluorkohlenwasserstoffe, enthalten. 

Losungen und Emulsionen konnen neben den Wirkstoffen die ublichen Tragerstoffe wie 
Losungsmittel, Losungsvermittler und Emulgatoren, z. B. Wasser, Ethylalkohol, Isopropyl- 
alkohol, Ethylcarbonat, Ethylacetat, Benzylalkohol, Benzylbenzoat, Propylenglykol, 1,3- 
Butylenglykol, Dimethylfonnamid, Ole, insbesondere Baumwollsaatcil, Erdnufiol, Mais- 
keimal, Qlivenol, Ricinusol und Sesamol, Glycerin, Glycerinformal, Tetrahydrofiirfu- 
rylalkohol, Polyethylenglykole und Fettsaureester des Sorbitans oder Gemische dieser Stoffe 
enthalten. 

. Die notwendigen Mengen der einzelnen Derivate zur Erzielung des gewdnschten Effektes 
unterscheiden sich sehr stark. Im allgemeinen hat es sich sowohl in der Human- als auch in der 
Veterinarmedizin als vorteilhaft erwiesen, den oder die Wirkstoffe der Formel (T) in Gesamtmen- 
gen von etwa 0,01 bis etwa 2000 ^g je 24 Stunden, gegebenenfells in Form mehrerer Einzelgaben, 
zur Erzielung der gewiinschten Ergebnisse zu verabrdchen. Eine Einzelgabe enthalt den oder die 
Wirkstoffe vorzugsweise in Mengen von etwa 0,01 bis etwa 2000 |ig. Es kann jedoch erforderiich 
sein, von den genannten Dosieningen abzuweichen, und zwar in Abhangigkeit von der Art und 
dem Kdrpergewicht des zu behandelnden Patienten, der Art und Schwere der Erkrankung, der Art 
der Zuberekung und der Applikation des Arzneimitjels sowie dem Zeitraum bzw. Intervall, inner- 
halb welchem die Verabreichung erfolgt. 

So kann es in einigen Fallen ausreichend sein, mit weniger als der obengenannten Men- 
ge Wirkstoff auszukommen, wahrend in anderen Fallen die oben angefuhrte WirkstofiBtnenge 
Uberschritten werden mufi. Die Festlegung der jeweils erforderlichen optimalen Dosierung 
und Applikationsart der Wirkstoffe kann durch den Fachmann aufgrund seines Fachwissens 
erfolgea 
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Bei der Behandlung von Tieren k6nnen die erfindungsgemaB zu verwendenden Verbin- 
dungen in den iiblichen Konzentrationen und Zubereitungen zusammen mit dem Futter bzw. 
mit Futterzubereitungen oder mit dem Trinkwasser gegeben werden. 

Beispiel 1 

Aufreinigung von gamma / delta-T-Zell-aktivierenden Verbindungen 

Verschiedene gamma / delta-T-Zell-aktivierende Verbindungen wurden aus Coryne- 
bacterium ammoniagenes isoliert. 28 kg Zellmasse wurden mit einer Dynax-Muhle in 50 mM, 
Ammoniumformiat-Puffer (pH 8,0) aufgeschlossen. Nach Vorabsorption an einer hydropho- 
ben Polystyrolmatrix wurde der AufschluB auf einen Anionenaustauscher geladen, der mit 
einem Stufengradienten (100, 300, 500 mM Ammoniumformiat, pH 8,0) eluiert wurde. Das 
300 mM-Eluat wurde uber eine C-18-Matrix geleitet und der Durchlauf iiber einen 3 kDa- 
Hohlfaserfilter ultrafiltriert. Das Filtrat wurde mit Wasser auf 30 mM Ammoniumformiat 
verdunnt und erneut auf einen Annionenaustauscher geladen. Die Elution erfolgte mit einem 
linearen Gradienten von 30 bis 500 mM Ammoniumformiat. Einzelne Fraktionen wurden auf 
ihre Fahigkeit gamma / delta-T-Zellen zu aktivieren getestet Zum Teil wurden die aktiven 
Verbindungen anschliefiend als Bariumsalze durch Zugabe von 100 mM BaCk und 80 % 
EtOH gefilllt. Die Prfizipitate wurden in 20 mM Ammoniumformiat-Puffer (pH 8,0) gelost 
und an einem Annionenaustauscher rechromatographiert. 

Auf diese Weise kGnnen die Verbindungen 1 bis 6 isoliert werden. 

Beispiel 2 

Aktivierung von gamma / delta-T-Zellen durch angereicherte Intermediate des 
MEP-Wegs 

Lymphozyten wurden durch Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifixgation aus dem peripheren 
Blut von gesunden Spendern gewonnea Fur jeden Test wurden 2 * 10 5 der so erhaltenen 
Zellen in einem Volumen von 0,2 ml RPMI-1640-Medium (Life Technologies) ausgesat, das 
mit 25 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, 0,025 mg/ml Gentamycin, 100 U/ml humanes Inter- 
leukin-2 (IL-2) (alle von Life Technologies), und 10 % humanem AB-Serum (Bayerisches 
Rotes Kreuz) angereichert war. Die Testfraktionen wurden in verschiedenen Verdunnungen . 
zugesetzt, als Positivkontrolle wurde Isopentenyldiphosphat (IPP) von Sigma in einer End- 
konzentration von 10 uM verwendet. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5 % C0 2 im Brut- . 
schranlc Nach 72 Stunden wurden die Zellen geerntet und in einem DurchfluBzytometer ana- 
lysiert. Dabei wurde die Expression des Aktivierungsmarkers CD25 auf der Oberflache von V 
gamma 9 + T-Zellen gemessen, mit Hilfe der monoklonalen Antikorper CD25-PE (B 1.49.9), V 
gamma 9-FITC (Immu360) und CD3-PC5 (UCHT1) der Firma Beckman-Coulter. 
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Dabei ergab sich, dass Verbindung 1 etwa 750mal, Verbindung 2 etwa 400mal und die 
Verbindungen 3, 5, 6 etwa lOOmal aktiver sirid als BPP. 

Beispiel 3: 



Die Synthese erfolgt wie in Schema 1 gezeigt: 




OR 2 OR3 



la: Ri = Benzyl; R 2 = OH Ha: Ri = Benzyl; Xi = X32 - 0; R 2 -R» = H 

lb: Ri = Benzyl; R 2 = Br lib: Ri = Benzyl; Xi = 0; X32 = CH 2 oder CF 2 oder CHF; 

R 2 -Rt=H 

Ic: Ri = Acetyl; R 2 = Br Be: Ri = Acetyl; Xi=X 32 = CH 2 ; R 2 -Rt = Ethyl 




Hla: X 1 = X 3 2 = 0 

Bib: Xi = 0; X 32 = CH 2 oder CF 2 oder CHF 
fflc: Xi = X32 = CH 2 



Schema 1: Syntheseplan 
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1. Herstellung von Verbindungen la bis Ic 

Verbindung la und lb wurde analog den Vorschriften in: KLSato, S. Inoue, Y. Takagi, S. Mo- 
rii, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1976, 49(1 1), 335 1 - 335 1 hergestellt 

Die Herstellung von Ic erfolgt analog zu H. Kunio, H. Kazushige, Chem. Pharm. Bull., , 
1994, 42,4, 786-791. 

2. Synthesen der Verbindungen Ha bis lie 

Verbindung Ila wurde nach gangigen, dem Fachmann bekannten Verfahren, wie sie z.B. 
bei B. Woodside, Z. Huang, CD. Poulter, Org. Synth. 1988, 66, 211-219 beschrieben wurden, 
ausgehend von Verbindung lb hergestellt. 

Verbindung lib wurde ausgehend Verbindung la hergestellt. Dabei wurde zunachst la in 
das entsprechende Tosylat umgewandelt und anschlieBend z.B. mit Tris(tetra-n- 
butylammonium) hydrogenomethylen-diphosphat umgesetzt. Die Synthese wurden analog 
den in WO00/59916 sowie den darin zitierten Publikationen beschrieben, durchgefuhrt. 

Die Herstellung von Verbindung He wiederum erfolgte aus Verbindung Ic. Die Synthe- 
sen erfolgten wie bei R.C. McClard und T.S. Fujha, J. Am. Chem. Soc, 1987, 109, 5544-5545 
beschrieben. 

Verbindung Ec konnte in geringer Ausbeute erhalten werden und wurde gleich hydroly- 
siert urn Verbindung Hie zu erhalten. 

3. Synthesen der Verbindungen Ula bis nic 

Zur Herstellung von Verbindungen Ilia bis UIc wurden 500mg der entsprechenden 
Vorlaufer Ila und lib in je 5ml Methanol gelost und mit 10 Mol% Hydrierkatalysator versetzt. 
AnschlieBend wurde bei Raumtemperatur Wasserstoflf eingeleitet, wobei die Aufiiahme von 
WasserstoflF gemessen wurde. Nachdem die entsprechende Menge Wasserstoflf aufgenommen 
worden war, wurde filtriert und das Losungsmittel abgezogen. Man erhielt das gewunschte 
Produkt ma und IHb in guter Reinheit. Eine weitere Reinigung kann mit chromatographic 
schen Methoden erreicht werden. Verbindung Hie wurde aus Verbindung Ec erhalten. Dabei 
wurden 200 mg von Verbindung lie in einem ausgeheizten und mit Argon gefluteten Kolben, 
in absolutem Methylenchlorid (3 ml) gel6st und mit 10 eq. Trimethylbromsilan bei 0°C ver- 
setzt, Nachdem lh bei 0°C genihrt wurde, wurde noch weiter 12h bei Raumtemperatur ge- 
ruhrt. Wassrige Aufarbeitung lieferte schlieBlich das gewttnschte Produkt Hie, welches ionen- 
chromatographisch gereinigt wurde. 

Fur die Tests zur Aktivierung von gamma/delta-T-Zellen wurden entweder die isome- 
renreinen oder E/Z-Gemische der Verbindungen eingesetzt. 



Beispiel 4 
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Aufreinigung von gamma / delta-T-Zell-aktivierenden Verbindungen 

Vearschiedene gamma / delta-T-ZeU-aktivierende Verbindungen wurden aus Coryne- 
bacterium ammoniagenes isoliert. 28 kg Zellmasse wurden rait einer Dynax-Mflble in 50 mM 
Ammoniumformiat-Puffer (pH 8,0) aufgeschlossen. Nach Vorabsorption an einer hydropho- 
ben Polystyrolmatrix wurde der AufechluB auf einen Anionenaustauscher geladen, der mit 
einem Stufengradienten (100, 300, 500 mM Ammoniumformiat, pH 8,6) eluiert wurde. Das , 
300 mM-Eluat wurde tiber eine C-18-Matrix geleitet und der Durchlauf tiber einen 3 kDa- 
Hohlfaserfilter ultrafiltriert. Das Filtrat wurde mit Wasser auf 30 mM Ammoniumformiat 
verdunnt und erneut auf einen Annionenaustauscher geladen. Die Elution erfolgte mit einem 
linearen Gradienten von 30 bis 500 mM Ammoniumformiat. Einzelne Fraktionen wurden auf 
ihre Fahigkeit gamma / delta-T-Zellen zu aktivieren getestet Zum Teil wurden die aktiven 
Verbindungen anschlieflend als BariumsaLze durch Zugabe von 100 mM BaCl und 80 % 
EtOH gefillt. Die PrSzipitate wurden in 20 mM Ammomumformiat-Puffer (pH 8,0) geldst 
und an einem Annionenaustauscher rechromatographiert. Auf diese Weise konnten die Ver- 
bindungen 1 bis 6 und 13 bis 14 isoliert werden. 

Beispiel 5 

Aktivierung von gamma / delta-T-Zellen durch angereicherte Intermediate des 
MEP-Wess 

Lymphozyten wurden durch Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation aus dem peripheren 
Blut von gesunden Spendern gewonnen. Fur jeden Test wurden 2 * 10 5 der so erhaltenen 
Zellen in einem Vohzmen von 0,2 ml RPMI-1640-Medium (Life Technologies) ausgesat, das 
mit 25 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, 0,025 mg/ml Gentamycin, 100 U/ml humanes Inter- 
leukin-2 (EL-2) (alle von Life Technologies), und 10 % humanem AB-Serum (Bayerisches 
Rotes Kreuz) angereichert war. Die Testfraktionen wurden in verschiedenen Verdunnungen 
zugesetzt, als Positivkontrolle wurde Isopentenyldiphosphat (IPP) von Sigma in einer End- 
konzentration von 10 ^M verwendet. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5 % C0 2 im Brut- 
schrank. Nach 72 Stunden wurden die Zellen geerntet und in einem DurchfluBzytometer ana- . 
lysiert. Dabei wurde die Expression des Aktivierungsmarkers CD25 auf der Oberflache von V 
gamma 9 + T-Zellen gemessen, mit Hilfe der monoklonalen AntikSrper CD25-PE (Bl.49.9), V 
gamma 9-FITC (Immu360) und CD3-PC5 (UCHT1) der Firma Beckman-Coulter. 

Dabei ergab sich, dass Verbindung 9 etwa lOOOOmal, Verbindung 15, 17 und 19 etwa 
SOOrnal, Verbindung 10 etwa lOOOmal und Verbindung 12 etwa 50mal aktiver sind als IPP. 
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Anspruche 



1 . Substanzen gemaB Formel (I) 

R33 
CH 2 



X 2 



/\/\ 

R1 C 2 X1 — P — Ra (!) 

I B 
R 2 O 

wobei Ri aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Methyl-, einem Formylrest, sub- 
stituierten und unsubstituierten Hydroxymethylresten und C0H2R31 besteht, wobei R31 
aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus OH, substituiertem und unsubstituiertem Phos- 
phat und substituiertem und unsubstituiertem Pyrophosphat besteht und R31 und R 2 
nicht gleichzeitig im Molekul vorhanden sein kdnnen, 

R33 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Wasserstoff, OH, substituiertem und unsub- 
stituiertem Phosphat und substituiertem und unsubstituiertem Pyrophosphat besteht, 
R3 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Wasserstoff, substituiertem und unsubstitu- 
iertem Alkyl mit 1 bis 26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Hy- 
droxyalkyl mit 1 bis 26 Kohlenstofiatomen, substituiertem und unsubstituiertem Aryl, 
substituiertem und unsubstituiertem AralkyL, substituiertem und unsubstituiertem Alke- 
nyl mit 1 bis 26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Alkinyl mit 1 
bis 26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Cycloalkyl, substituier- 
tem und unsubstituiertem heterocyclischem Rest, substituiertem oder unsubstituiertem 
Phosphat, einem Silyl, einem Nucleosid, einem Nucleosidmono-, -di- oder -triphosphat, 
einem Desoxynucleosid, einem Kation einer organischen und anorganischen Base, ins- 
besondere einem Metall der ersten, zweiten oder drittenHauptgruppe des Periodensy- 
stems, Ammonium, substituiertem Ammonium und Ammoniumverbindungen, die sich 
von Ethylendiamin oder Aminosauren ableiten, und OR34 besteht, wobei R34 wie R3 de- 
finiert ist, 

X 2 , sofern zwischen X2 und Ci ein Cyclus gebildet wird, wie Xi definiert ist und anson- 
sten X2 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus -OR^, 
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R 7 
I 

0 

I 

-X32 -P -0 -Re, 
0 

, wobei R7 und Rg definiert sind wie R34. 



X3 

— Z1-P-OR4 
0 

besteht, wobei R4 wie R3 und Zi wie Xi definiert sind und X 3 , wenn es mit Ci einen 
Cychis bildet, wie X! definiert ist und, wenn es keinen Cyclus mit Ci bildet, einer 

-zrP-oRs 
0 

Gruppe entspricht, wobei R5 wie R3 definiert ist und Z 2 und X4, das mit Ci einen Cy- 
clus bildet, wie Xi definiert sind. 

R2 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Wasserstofi; OH, Alkoxy, Phenoxy, Benzy- 

loxy, substituiertem und unsubstituiertem Phosphat und substituiertem und unsubstitu- 

iertem Pyrophosphat besteht, 

Xi Sauerstoffoder 



sein kann, wobei Yi und Y 2 , die gleich oder verschieden sein konnen, ausgewahlt sind 

aus der Gruppe, die H, OH, Halogen, eine Amino-, eine Ci.9-Alkoxy und eine C1.9- 

Alkylthio-Rest umfasst, oder gemeinsam eine Oxogruppe bilden, 

und zwischen Co und Ci oder Ci und Oi oder C 2 und C 3 eine Doppelbindung vorliegen 

kann. 



2. Substanzen nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass sie der Formel (IT) 
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/°K v C 3 X2 
R 2 0 

wobei zwischen C2 und C3 eine Einfach- oder eine Doppelbindung vorhanden ist, Ri aus 
der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Methyl-, einem Formyl-Rest und substituierten 
oder unsubstituierten Hydroxymethyl-Resten besteht, 

R 2 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Wasserstofl; Hydroxy-, Alkoxy-, Phenoxy-, 
Benzyloxy-Resten, substituiertem oder unsubstituiertem Phosphat und substituiertem 
oder unsubstituiertem Pyrophosphat besteht, 
Xi Sauerstoff ist oder einer 




Gruppe entspricht, wobei Yi und Y 2 , die gleich oder verschieden sein konnen, ausgewahlt 
sind aus der Gruppe, die H, OH, Halogen, Amino, Ci-9-Alkoxy- und Ci-9-Alkylthio-Reste 
umfasst, oder gemeinsam eine Oxogruppe bilden, 

R3 ausgewahlt ist aus der Gruppe, die aus Wasserstof£ substituiertem und unsubstituier- 
tem Alkyl mit 1 bis 26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Hy- 
droxyalkyl mit 1 bis 26 Kohlenstof&tomen, substituiertem und unsubstituiertem Aryl, 
substituiertem und unsubstituiertem Aralkyl, substituiertem und unsubstituiertem Alkenyl 
mit 1 bis 26 KohlenstoflFatomen, substituiertem und unsubstituiertem Alkinyl mit 1 bis 26 
Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Cycloalkyl, substituiertem und 
unsubstituiertem heterocyclischem Rest, substituiertem oder unsubstituiertem Phosphat, 
einem Silyl, einem Nucleosid, einem Nucleosidmono-, -di- oder Triphosphat, einem De- 
soxynucleosid, einem Ration einer organischen und anorganischen Base, insbesondere 
einem Metall der ersten, zweiten oder dritten Hauptgruppe des Periodensystems, Ammo- 
nium, substituiertem Ammonium und Ammoniumverbindungen, die sich von Ethylen- 
diatnin oder Aminosauren ableiten, besteht, 

X 2 , sofern zwischen X2 und Ci ein Cyclus gebildet wird, wie Xi definiert ist und anson- 
sten X2 
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entspricht, wobei R4 wie R3 und Zi wie Xi definiert sind und X 3 , wenn es mit Ci einen 
Cyclus bildet, wie Xi definiert ist und, wenn es keinen Cyclus mit Ci bildet, einer 



Gruppe entspricht, wobei R5 wie R3 definiert ist und Z 2 und X4, das mit Ci einen Cyclus 
bildet, wie Xi definiert sind. 

3 . Substanzen nach Anspruch 2 dadurch gekennzeichnet, dass sie der Formel (DA) 



entsprechen, wobei C2 und C3 entweder durch eine Einfach- oder durch eine Doppelbin- 
dung miteinander verbunden sind, Ri eine Methylgruppe oder eine substituierte oder un- 
substituierte Hydroxymethylgruppe ist, R2 aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Was- 
serstoff, OH, einem substituierten oder unsubstituierten Phosphat und substituiertem und 
unsubstituiertem Pyrophosphat besteht, Xi und X 2 aus der Gruppe ausgewahlt sind, die 
aus O, CHF, CHC1, CFC1, CH 2 , CF 2 und CC1 2 besteht und R3 ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die aus Wasserstof£ substituiertem und unsubstituiertem Phosphat, einem 
Nucleosid, einem Nucleosidmono-, -di- oder-triphosphat, einem Desoxynucleosid, einem 
Kation einer organischen und anorganischen Base, insbesondere einem Metall der ersten, 
zweiten oder dritten Hauptgruppe des Periodensystems, Ammonium, substituiertem 
Ammonium und Ammoniumverbindungen, die sich von Ethylendiamin oder Aminosau- 
renableiten besteht. 

4. Substanzen nach Anspruch 2 dadurch gekennzeichnet, dass sie der Formel (IB) 




0 




(HA) 
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OR3 



(HB) 



entsprechen, wobei C2 und C3 entweder durch eine Einfach- oder durch eine Doppelbin- 
dung miteinander verbunden sind, Ri eine Methylgruppe oder eine substituierte bzw. un- 
substituierte Hydroxymethylgruppe ist, R2 gleich H ist, sobald Ri ein substituiertes bzw. 
unsubstituiertes Hydroxymethyl ist, und gleich OH oder ein substituiertes oder unsubsti- 
tuiertes Phosphat oder ein substituiertes oder urisubstituiertes Pyrophosphat ist, wenn Ri 
ein Methylrest ist, X\, X 2 und X3 aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus 0, CHF, CHClj 
CFC1, CH 2 , CF 2 , oder CCI2 besteht und R3 und R4 ausgewahlt sind aus der Gruppe, die 
aus WasserstofF, substituiertem und unsubstituiertem Phosphat, einem Nucleosid, einem 
Nucleosidmono-, -di- oder-triphosphat, einem Desoxynucleosid, einem Kation einer or- 
ganischen und anorganischen Base, insbesondere einem Metall der ersten, zwehen oder 
dritten Hauptgruppe des Periodensystems, Ammonium, substituiertem Ammonium und 
Ammoniumverbindungen, die sich von Ethylendiamin oder Aminosauren ableiten be- 
steht. 

5. Substanzen nach Anspruch 2 dadurch gekennzeichnet, dass sie Formel (EC) 



entsprechen, wobei zwischen C2 und C 3 eine Einfach- oder eine Doppelbindung sein 
kann, Ri eine Methyl- oder eine substituierte oder unsubstituierte Hydroxymethylgruppe 
ist, R2 gleich H, OH, ein substituiertes oder unsubstituiertes Phosphat oder ein substitu- 
iertes oder unsubstituiertes Pyrophosphat ist, Xi, X 2 , X3 und X4 aus der Gruppe ausge- 
wahlt sind, die aus O, CHF, CHC1, CFC1, CH 2 , CF 2 , oder CC1 2 besteht, und R3, R4 und R 5 
ausgewahlt sind aus der Gruppe, die aus Wasserstoff, substituiertem und unsubstituiertem 
Phosphat, einem Nucleosid, einem Nucleosidmono-, -di- oder-triphosphat, einem De- 
soxynucleosid, einem Kation einer organischen und anorganischen Base, insbesondere 
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einem Metall der ersten, zweiten oder dritten Hauptgruppe des Periodensystems, Ammo- 
nium, substituiertem Ammonium und Ammoniumverbindungen, die sich von Ethylen- 
diamin oder Aminosauren ableiten besteht. 

6. Verbindungen nach einem der Anspruche 3 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass Xi, X2, 
X3 und X4 gleich Sauerstoff sind. 

7. Verbindungen nach einem der Anspruche 3 bis 6 dadurch gekennzeichnet, dass Ri ein 
substituierter oder unsubstituierter Hydroxymethylrest, insbesondere Hydroxymethyl an . 
sich, ein phosphat-, ein diphosphat- oder ein nucleosiddiphsophat sunstituierter Hy- 
droxymethylrest, und R2 = H ist. 

8. Verbindungen nach einem der Anspruche 3 bis 6 dadurch gekennzeichnet, dass Ri ein 
Methylrest und R2 gleich OH, substituiertes oder unsubstituiertes Phosphat oder ein substitu- 
iertes Pyrophosphat, insbesondere ein Nucleosiddiphosphat, ist. 

9. Verbindungen nach einem der Anspruche 6 bis 8 dadurch gekennzeichnet, dass sei nachfolgen- 
de Strukturformeln besitzen: 




2 



HO 



3 



1 




4 



6 




7 



8 
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10. Verbindungen nach Anspruch 1 gemiB der allgemeinen Formel (HI), 



R33 



CH 2 



R31 C0H2 




0R34 



P-X 2 



(III) 



in denen R31 und R2, die nicht gleichzeitig im Molekul vorhanden sein konnen, ausge- 
w&hlt sind aus der Gruppe, die aus OH, substituiertem und unsubstituiertem Phosphat und 
substituiertem und unsubstituiertem PyrophoSphat besteht, wobei, zwischen Ci und C2 
eine Doppelbindung gebildet wird, wenn R31 un Molekul vorhanden ist und zwischen Co 
und Ci eine Doppelbindung gebildet wird, wenn R2 im Molekul vorhanden ist, R33 ist 
ausgewahlt aus der Gruppe, die aus Wasserstofl; OH, substituiertem und unsubstituiertem 
Phosphat und substituiertem und unsubstituiertem Pyrophosphat besteht, R34 ist ausge- 
wahlt aus der Gruppe die aus Wasserstoff; substituiertem und unsubstituiertem Alkyl mit 
1 bis 26 KohlenstoflEatomen, substituiertem und imsubstituiertemHydroxyalkyl mit 1 bis 
26 Kohlenstoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Aryl, substituiertem und un- ' 
substituiertem Aralkyl, substituiertem und unsubstituiertem Alkenyl mit 1 bis 26 Kohlen- 
stoffatomen, substituiertem und unsubstituiertem Alkinyl mit 1 bis 26 Kohlenstofiato- 
men, substituiertem und unsubstituiertem Cycloalkyl, substituiertem und unsubstituiertem 
heterocyclischem Rest, substituiertem oder unsubstituiertem Phosphat, einem Silyl, ei- 
nem Nucleosid, einem Desoxynucleosid, einem Nucleosidmono-, -di- oder triphosphat, 
einem Kation einer organischen und anorganischen Base, insbesondere einem Metall der 
ersten, zweiten oder dritten Hauptgruppe des Periodensystems, Ammonium, substituier- 
tem Ammonium und Ammoniumverbindungen, die sich von Ethylendiamin oder Ami- 
nosauren ableiten, besteht, X2 ist entweder -OR*, wobei R* analog R34 definiert ist oder 
kann 



0 



-X32 "P -X33 -Ra, 
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sein, wobei R7 und Rs wie R4 definiert sind, 

Xi, X 32 und X33, die gleich oder verschieden sein kdnnen, kdnnen Sauerstoff oder eine 

Y 

I 

-?- 

z 

Gruppe sein, wobei Y und Z, die gleich oder verschieden sein konnen, ausgewahlt sind 
aus der Gruppe, die H, OH, Halogen, Amino, Ci. 9 -Alkoxy, Ci-9-Alkylthio, umfasst oder 
bilden gemeinsam eine Oxogruppe. 

1 1 . Verbindungen nach Anspruch 10 dadurch gekennzeichnet, dass sie der allgemeinen 
Fonnel (IIIA) entsprechen, 

CH 3 R34 R7 



0H2 C 2 Xi — P — X32— p- 



R3 — C0H2 C 2 Xi — P — X32 — P— X33— Rs (IHA) 

/\ II II 

H R 2 0 O 



wobei R31 und R 2 , die nicht gleichzeitig im Molekul vorhanden sein kdnnen, aus der 
Gruppe ausgewahlt sind, die aus OH, substituiertem und unsubstituiertem Phosphat und 
substituiertem und unsubstituiertem Pyrophosphat besteht, ist R31 im Molekul vorhanden, 
so wird zwischen Ci und C2 eine Doppelbindung gebildet, analog bildet sich zwischen Co 
und Ci eine Doppelbindung aus, wenn R 2 im Molekul vorhanden ist, R34, R7, und Rs die • 
gleich oder verschieden sein k6nnen wie in Anspruch 1 definiert sind, Xi, X32 und X33, 
die gleich oder verschieden sein konnen, ebenfalls wie in Anspruch 10 definiert sind. 

12. Verbindungen nach Anspruch 1 1 bei denen R31 = OH und Co und Ci durch eine Dop- 
pelbindung verbunden sind. 

13. Verbindungen gemaB Anspruch 1 1 bei denen R2 = OH ist und Ci und C 2 durch eine 
Doppelbindung verbunden sind. 



14. Verbindungen gemaB Anspruch 10 oder 1 1 dadurch gekennzeichnet, dass entweder R34 
oder Re oder R7 oder R« ein substituierter oder unsubstituierter Phosphatrest ist. 
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1 5 . Verbindungen gemaB Anspruch 1 0 oder 1 1 dadurch gekennzeichnet, dass entweder R3 1 
oder R 2 oder X 2 ein substituierter oder unsubstituierter Phosphatrest ist. 

16. Verbindungen gemaB einem der Anspriiche 10 bis 13 oder 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass R34, R*, R7 und Rg, die gleich oder verschieden sein konnen, gleich Wasserstoff, 
einen Kation eines Metalls der L, 2. oder 3. Hauptgruppe des Periodensystems oder 
substituiertes oder unsubstituiertes Ammonium sind. 

17. Verbindungen gemaB einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass Xi. 
und X32 - O sind. 

18. Verbindungen gemaB einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass Xi 
= CYZ, X 32 = O und X33 » CYZ sind, wobei Y und Z wie in Anspruch 10 definiert sind. 

19. Verbindungen gemaB einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass Xi 
= O, X32 = CYZ und X33 = O sind, wobei Y und Z wie in Anspruch 10 definiert sind. 

20. Verbindungen gemaB einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass Xi, 
X32 und X33, die gleich oder verschieden sein konnen, ausgewahlt sind aus der Gruppe, 
die aus CH 2 , CHF, CHCL, CFCL, CC1 2 oder CF 2 besteht. 



21 . Verbindungen nach Anspruch 10, ausgewahlt aus der folgenden Gruppe: 



WO 03/009855 



29 



PCT/EP02/07986 




o 8 s 

0_[=_0-p-oNa 
ONa ONa 





O-P-o-P-ONa 
ONa ONa 



O 

NaO-P=0 
ONa 



13 



O-P-O-P-ONa 
ONa ONa 



10 



| OOO | 

MU 4 ONa ONa ONa T 

11 



O O 
-O-P-O-P-ONa 



ONa 



ONa 
12 




OH 



OOO 
O-P-o-P-O-P-ONa 
ONa ONa ONa 



14 



O 
II 

-CH— P-O-P-ONa 




ONa 




OH 



OH 



OH 



CH-P 



9 O-I-ONa 



ONa ONa 



16 




if 

-P-CHj-P-ONa 
ONa ONa 



18 




1? 



O 
II 



CH-P-CHj-P- 



■ONa 



ONa 



ONa 



20 



JDH 

< O O 

' "O-P-O-P-ONa 
ONa ONa 

22 



22. Verfahren zur Herstellung einer der Verbindungen gemaB Anspruch 1 - 21, dadurch 
gekennzeichnet, dass in ausgewahlten Zellen oder Organismen das lytB-Gen deletiert, 
inaktiviert oder derart verandert worden ist, dass die enzymatische Aktivitat des Gen- 
produkts reduziert wird oder nicht mehr vorhanden ist und dadurch die beanspruchten 
Verbindungen in den Zellen und Organismen angereichert werden. 
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23 . Verwendung einer der Verbindungen nach einem der Anspriiche 1-21 zur Aktivierung 
von gamma / delta-T-Zellen. 

24. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspriiche 1-21 als Substrate oder Pro- 
dukte in einem Verfahren zur Durchfuhrung von Enzyminhibitionstests und zum Scree- 
ning von Enzyminhibitoren. 

25. Verwendung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Enzym 
urn das LytB-Enzym handelt. 

26. Verwendung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Enzym 
um das GcpE-Enzym handelt. 

27. Verwendung von Verbindungen nach einem der AnsprQche 1 - 21 zur Bestimmung der 
Aktivierung des GcpE und des LytB-Enzyms. 

28. Verwendung von Verbindungen gemaB einem der Anspriiche 1 - 21 zur Herstellung von 
Arzneimitteln. 

29. Verwendung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB lebende oder tote Zellen 
und Organismen eingesetzt werden, die eine der Substanzen gemaB einem der Ansprii- 
che 1-21 enthalten. 

30. Verwendung nach einem der Anspriiche 28 oder 29 zur Herstellung eines Inhalations- 
arzneimittels. 

3 1 . Verwendung gemaB einem der Anspriiche 28 bis 30 zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Prophylaxe und zur Behandlung von Erkrankungen von Mensch und Tier. 

32. Verwendung nach Anspruch 3 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und 
zur Behandlung von Atemwegserkrankungen bei Menschen. 

33 . Verwendung nach Anspruch 3 1 oder 32 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Pro- 
phylaxe und zur Behandlung einer Erkrankung, ausgewahlt aus der Gruppe, die aus 
Asthma, Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, Multipler Sklerose, Knochenerkrankungen, 
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insbesondere Osteoporose, und chronischer Bronchitis, sowie Immun- und Autoim- 
munerkrankungen und Allergien. 

34. Verwendung nach Anspruch 33 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und 
zur Behandlung Asthma und Chronischer Bronchitis. 

35. Verwendung nach Anspruch 33 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und 
zur Behandlung von Allergien. 

36. Verwendung nach Anspruch 33, 34 oder 35, dadurch gekennzeichnet, dafi als Wirkstoff 
4-Hydroxy-3-methyl-2-butenylpyrophosphat 1 eingesetzt wird. 

37. Verwendung nach Anspruch 3 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und 
zur Behandlung von Hepatitis-C-Virus-Mektionen. 

38. Verwendung nach Anspruch 3 1 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und 
zur Behandlung von Tumoren, die durch Mikroorganismen verursacht werden, wie bei 
der Helicobacter Eradikationstherapie bei Ulcera des Magendarmtraktes sowie bei Tu- 
moren verursacht durch Papilloma-Virea 

39. Verwendung nach einem der Anspriiche 28 bis 38, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
arzneiliche Darreichungsform gewahlt wird, die zusatzlich eine Substanz enthalt, die 
vom Immunsystem als Fremd- oder Autoantigen erkannt werden kann. 

40. Verfahren zur Behandlung von Krankheiten bei Mensch und Tier gemafi einem der An- 
spriiche 29-38, dadurch gekennzeichnet, dass Verbindungen nach einem der Anspriiche 
1 bis 12 alleine oder in Kombination mit einer Substanz, die vom Immunsystem als 
Fremd- oder Autoantigen erkannt wird, verabreicht wird. 

41 . Pharmazeutisches Praparat, gekennzeichnet durch einen wirksamen Gehalt an zumin- 
dest einer der Verbindungen gem&B einem der Anspriiche 1 bis 12 zusammen mit einem 
pharmazeutisch akzeptablen Trager. 

42. Pharmazeutisches Praparat gem&B Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass minde- 
stens ein weiterer pharmazeutischer Wirkstoff enthalten sein muB. 



